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摘要:为了获得海水青鳉 Oryzias melastigma雌激素受体的基因信息及其表达特性，采用 RACE－PCR 技术
和实时荧光定量 PCR方法，进行了雌激素受体基因的克隆、表达特性分析及其在 17α－炔雌醇 (EE2)暴
露下的基因响应研究。结果表明:海水青鳉雌激素受体基因与其他脊椎动物雌激素受体基因同源性较高，
特别是 DNA结合结构域 (DBD)在进化上高度保守，配体结合结构域 (LBD)次之;OM－ERα /β1 /β2 在
所检测的 10种组织中均有表达，其中在青鳉肝脏、性腺、脾脏和肠中表达量较高;OM－ERα 在肝脏中的
表达和 OM－ERβ1 /β2 在性腺中的表达，雌雄间存在显著性差异 (P＜0. 05) ;在 EE2 浓度为 5、50、500
ng /L的水体中暴露 96 h后，海水青鳉仔鱼中的分子标志物卵黄蛋白原基因 (vtg1)被显著诱导 (P＜0. 05) ，
且呈浓度依赖关系;中浓度 (50 ng /L)的 EE2诱导仔鱼 OM－ERβ1基因表达，OM－ERβ2对 EE2 暴露呈现
低浓度诱导、高浓度抑制的趋势;攻毒试验结果表明，OM－ERα 和 vtg1 之间存在一种正相关关系，暗示
EE2可能主要通过 ERα调控 vtg1基因的表达;EE2攻毒下，β亚型存在一种倒 U 型的剂量－反应关系。研
究表明:克隆获得的海水青鳉 3个雌激素受体亚型基因 OM－ERα /β1 /β2，为后续开展海水模式鱼类雌激素














作为核受体超家族一员，其结构包括 A ～ F 6 个功
能域［8］。N端的 A /B 结构域包含非配体依赖性激
活结构域 (AF－1) ，参与调控雌激素和雌激素受体
的结合。C区是一个 DNA结合结构域 (DNA bind-
ing domain，DBD) ，主要负责 DNA 的结合，其序
列在不同物种间高度保守。紧接着 DBD 的 D 区是
一个铰链功能域，核定位信号 (nuclear localization
signals，NLS)通常位于此区域。C 端的 E /F 区域
包括 E 区配体结合域 (ligand binding domain，




大鼠 Ratttus norvegicus 子宫中被发现［10］，随后从无
脊椎动物如牡蛎 Crassostrea gigas［11］到哺乳动物如
人类 Homo sapiens［12－13］的多种物种中被鉴定得到。
哺乳动物存在 2 个雌激素受体基因 ERα 和 ERβ，
如小鼠 Mus musculus［14］。硬骨鱼中存在至少 3个不
同雌激素受体亚型基因，如在大西洋石首鱼 Micro-
pogonias undulatus［15］、日本青鳉 Oryzias latipes［16］、
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鱼 Larimichthys crocea［20］中存在 ERα1 /β1 /β2 3 个雌
激素受体，而在金鱼 Carassius auratus［21］和虹鳟
Oncorhynchus mykiss［22］中存在 ERα1 /α2 /β1 /β2 4 个








环境剂量 EE2 显著诱导雄性虾虎鱼 Pomatoschistus

































工海水盐度为 32 ± 1，海水溶解氧含量为 (6. 5 ±
0. 2)mg /L，昼夜光照比为 14 ∶ 10。
将 17α－炔雌醇 (EE2) (Sigma－Aldrich)溶于
DMSO中，母液浓度为 10 mg /L，4 ℃下保存备用。
1. 2 方法
1. 2. 1 试验设计及样品采集 海水青鳉的胚胎发
育和个体发育与淡水青鳉 Oryzias latipes 相似［32］。
选取胚胎发育的 2个时间点 (4、8 dpf)及个体发
育的 5个时间点 (1、4、8、16、30 dph)作为检
测靶点。其中:4 dpf (dpf = days post fertilization)
为受精后第 4天，是鳃血管形成期;8 dpf，肝脏发















1. 2. 2 水体暴露 取孵化后 20 d (20 dph)的海
水青鳉健康仔鱼 336 尾，进行 EE2 急性暴露试验。
试验分为 3 组:健康对照组、溶剂 DMSO 对照组
(VDMSO ∶ Vseawater = 1 ∶ 20 000)和 EE2 暴露组 (5、
50、500 ng /L)。健康组 16 尾，溶剂对照组和 EE2
暴露的 3个浓度组分别随机分配 80 尾。每 24 h 更
换全部的染毒液，整个暴露试验过程中不饲喂仔
鱼，分别于染毒后 0、6、12、24、48、96 h 时间
点采样。
1. 2. 3 RNA 提取和基因克隆 利用 TRIzol (In-
vitrogen)提取胚胎和仔鱼的总 RNA。提取过程中，
为去除基因组 DNA 的污染，使用 RNase － free
DNase I (Promega)消化处理样品 RNA。使用 Nan-
odrop 2000 (Thermo)测定总 RNA 的浓度，RNA
质量通过 15 g /L的琼脂糖凝胶鉴定。取用 DNase I
消化处理后的 RNA 反转录为 cDNA，用作 PCR 模





















































1. 2. 4 生物信息学分析 使用 BLASTn 进行序列
相似性分析，使用 CLUSTAL W 进行序列比对分
析。采用邻位相接法 (Neighbor － Joining，NJ)以
及 MEGA 4. 0软件对不同物种的雌激素受体蛋白构
建系统进化树，其中以人 Homo sapiens ERα、ERβ
序列为外群，空位信息视为碱基缺失，自展检验
(bootstrap analysis)设为 1000 次。通过在线网站
(http: / / zhanglab. ccmb. med. umich. edu / I － TASS-
ER /)预测 OM－ERα蛋白保守的 DNA 结合域和配
体结合域的 3D结构。
1. 2. 5 实时荧光定量 PCR 取 1 μg消化处理后的
RNA反转录为 cDNA，用于定量 PCR 检测，SYBR











反应程序为:① 50 ℃下 2 min:激活 UNG酶，
消除体系配制过程中产生的非特异 PCR 产物的污
染;② 95 ℃下 10 min:预变性，同时激活聚合酶、
灭活 UNG 酶;③ 95 ℃下变性 15 s，60 ℃下退火
并延伸 1 min，共进行 45 个循环;在 60 ℃下再延
伸并采集荧光信号。反应结束后，对反应体系直接
进行溶解曲线分析试验，分析 PCR 产物特异性。









系进行 Real time PCR 扩增反应并建立熔解曲线。
以 RPL7 基 因 为 内 参，使 用 7500 system SDS
1. 3. 1. 21软件分析 q－PCR 反应的荧光信号值，通
过 2－ΔΔCt法计算各基因的相对表达量。使用 Origin
8. 5 软件绘制各基因表达水平的柱状图。使用
SPSS 13. 0软件对数据进行单因素方差分析 (One－
way ANOVA) ，用 Tukey 法分析组间差异，显著性





亚型基因 (OM－ERα /β1 /β2)。从图 1可见:OM－
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注:* 表示终止密码子;ATG表示起始密码子;AATAA表示加尾信号;灰色阴影部分表示保守的 DNA结合域 (DBD)
Note:* ，termination codon;ATG，initiation codon;AATAA，tailing signal;conservative DNA binding domain (DBD)is shown in shade
图 1 海水青鳉雌激素受体基因的 cDNA序列及预测氨基酸序列
Fig. 1 cDNA sequences and deduced amino acid sequences in estrogen receptor genes in marine medaka Oryzias melastigma
161第 2期 张民，等:海水青鳉雌激素受体基因的克隆、组织表达特性及环境雌激素 EE2对其表达的影响
ERα基因 (GenBank 登录号:JF972761)的 cDNA
序列为 2762 bp，包含一段 82 bp 的 5'非编码区，
最长开放阅读框 (ORF)序列为 1857 bp (含终止
密码子 TAA) ，共编码 618 个氨基酸，预测相对蛋
白分子量约为 67 000;3'非编码区为 823 bp，包含
多腺苷酸终止信号序列 (AATTAAA) ，位于 poly
(A)上游 2701 ～ 2707 bp 的位置。OM－ERβ1 基因
(GenBank 登录号: JF972762)的 cDNA 序列为
2835 bp，最长 ORF 序列 1689 bp (含终止密码子
TAG) ，共编码 562 个氨基酸，预测相对蛋白分子
量约为62 000;5'非编码区和 3'非编码区分别为
183 bp和 963 bp，加尾信号 (AATAA)位于 poly
(A)上游 2725 ～ 2730 bp 的位置。OM－ERβ2 基因
(GenBank 登录号: JF972763)的 cDNA 序列为
2471 bp，最长 ORF 序列为 1896 bp (含终止密码
子 TGA) ，共编码 631 个氨基酸，5'非编码区和 3'
非编码区分别为 101 bp和 474 bp。
2. 2 海水青鳉雌激素受体的结构域分析
与其他核受体家族基因编码的蛋白类似，OM－
ERα /β1 /β2编码的蛋白均具有核受体超家族的 6个
功能结构域，分别划分为 A /B 结构域 (转录激活
区)、C 结构域 (DNA 结合域，DBD)、D 结构域
(铰链区)、E 结构域 (配体结合域，LBD)和 F
区。海水青鳉雌激素受体 3个亚型基因开放阅读框
和各个结构域的相似度见表 2。氨基酸序列的多重
比对分析 (图 2)表明，在 6个结构域中，DBD结
构域在进化上最保守，LBD 结构域次之，D 区
(铰链区)和 A /B区 (转录激活区)保守性较低。
2. 3 海水青鳉雌激素受体系统进化树分析
根据所获得的海水青鳉雌激素受体的氨基酸序










线网 站 (http: / / zhanglab. ccmb. med. umich. edu /
I－TASSER /)构建 OM－ERα单体的 DBD和 LBD的
3D模型，DBD含有两个 α－螺旋结构，LBD含有 5
表 2 海水青鳉 3个雌激素受体氨基酸相似度比较
Tab. 2 Amino acid identities among three estrogen recep-








OM－ERβ1 39. 81 100
OM－ERβ2 38. 50 47. 90 100
A /B
OM－ERα 100
OM－ERβ1 10. 33 100
OM－ERβ2 13. 51 24. 28 100
C
OM－ERα 100
OM－ERβ1 93. 94 100
OM－ERβ2 95. 45 98. 48 100
D
OM－ERα 100
OM－ERβ1 26. 25 100
OM－ERβ2 27. 06 36. 47 100
E /F
OM－ERα 100
OM－ERβ1 50. 52 100
OM－ERβ2 42. 98 55. 26 100
个 α－螺旋结构 (图 4)。
2. 5 OM－ERα/β1 /β2基因在不同发育时期和不同
组织中的表达特性
从图 5可见:OM－ERα在海水青鳉胚胎第 4天
(4 dpf) ，直到孵化后不同时间点 (1 ～ 30 dph)其
表达量整体上无明显变化规律;OM－ERβ1 在 4 dpf
胚胎表达量最低，随后表达量逐渐升高，且在孵化
的当天 (1 dph)表达量出现一个峰值，其后缓慢
下降，并在 30 dph时表达量又上升;OM－ERβ2 的





显著性差异 (P＜0. 05) ;在脑、肠、胃、眼、鳃、
心脏、肌肉等其他组织中也检测到 OM－ERα mRNA
的转录，但表达量相对较低，且各组织间无显著性
差异 (P＞0. 05)。OM－ERβ1 在雌雄青鳉的肝脏、
性腺 (精巢和卵巢)、肠和胃中表达量相对较高，
且在雄性性腺和胃中的表达量显著高于雌性 (P＜
0. 05)。OM－ERβ2 在雌雄青鳉的肝脏和性腺 (精
巢和卵巢)中高表达，且精巢中的表达量显著高
于卵巢 (P＜0. 05) ;其次在胃和肠中的表达量相对
较高;其他组织中的表达量相对较低，且各组织间
无显著性差异 (P＞0. 05)。




Note:Black vertical lines indicate each conservative functional domain;* denotes conservative amino acid residues;★ indicates eight cysteine resi-
dues for construction of zinc finger motif;Black shadow denotes MAPK site;Gray shadow denotes helical structures related to binding estrogen in the
ligand binding domain (LBD) ;▼ indicates estrogen action site;● indicates AP－1 binding site;Black wireframe denotes P－box，D－box and AF－
2 site，respectively
图 2 海水青鳉 3个雌激素受体基因推导的氨基酸序列与人类 ERα氨基酸序列比对
Fig. 2 Comparison of amino acid sequence alignment of three estrogen receptor genes in marine medaka Oryzias
melastigma with human ERα(P03372)
2. 6 EE2急性暴露下海水青鳉仔鱼 OM－ERα/β1 /
β2基因的表达特性
对孵化后 20 d (20 dph)的海水青鳉仔鱼进行
EE2急性染毒试验 (96 h) ，结果如图 6所示。从图
6可见:与溶剂对照组相比，OM－ERα仅在 50 ng /L
EE2中暴露 6 h 时显著上调达 2. 1 倍 (P ＜ 0. 05)
(图 6－A) ;EE2暴露后 6 ～ 96 h，50 ng /L EE2 显著
诱导 OM－ERβ1 mRNA 的转录表达 (P＜0. 05) (图
6－B) ，但 5 ng /L 与 500 ng /L EE2 均未影响 OM－
ERβ1的表达 (P＜0. 05) ;OM－ERβ2 的转录表达呈
现 EE2低浓度诱导、高浓度抑制的趋势，尤其是在
低浓度 (5 ng /L)EE2中暴露 6 h 后，OM－ERβ2 表
达较溶剂对照组上调 5. 9 倍;在中浓度 (50 ng /L)
中暴露 6 h后，也可诱导 OM－ERβ2的转录，表达量
较溶剂对照组上调 2. 5 倍 (图 6－C) ;分子标志物
vtg1也被显著诱导表达，应答模式呈浓度依赖和时
间依赖关系 (图 6－D)。
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图 3 基于雌激素受体氨基酸序列构建的系统进化树
Fig. 3 Neighbor－Joining (NJ)tree constructed based
on the amino acid sequences of estrogen recep-
tors from vertebrates
图 4 OM－ERα单体 DNA结合域 (DBD)和配体结合
域 (LBD)的 3D模型
Fig. 4 Tridimensional models of the nonamer DNA and
ligand binding domain of OM－ERα
3 讨论
3. 1 海水青鳉雌激素受体基因 OM－ERα/β1 /β2 序
列分析
本研究中克隆获得了海水青鳉 3 个雌激素受体
亚型基因 (OM－ERα /β1 /β2) ，进化树分析表明，其
分别属于各自的雌激素受体亚型聚类，ERα 和 ERβ
分属两大类群，说明异型 ER 的亲缘关系较远，而









录表达;保守的 P － box (CEGCKA)和 D － box
(PATNQ)存在于 C 结构域，P －box 参与 DNA 识







此外，一个潜在的 AP－1 结合位点［CGACTAC 替代





OM－ERα /β1 /β2编码蛋白的 A /B结构域的长度差异
很大，这暗示其在非配体依赖性的转录激活功能上
存在差异［37］。与人类 ERα 相似，海水青鳉 OM －
ERα /β1 /β2编码蛋白的 A /B结构域富含 S和 P 氨基
酸残基，同时含有潜在 MAPK 激酶 (mitogen－acti-
vated protein kinase，MAPK)作用位点［P － X(1，
2)－S－P) ］，MAPK可以通过作用于保守的丝氨酸残
基 (对应 hERα第 118 号丝氨酸残基)磷酸化该位
点［38－39］。
3. 2 海水青鳉雌激素受体基因 OM－ERα/β1 /β2 的
组织表达特征
OM－ERα /β1 /β2在所检测的海水青鳉肝脏、性
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注:dpf表示受精后天数，dph表示孵化后天数;内参基因为 RPL7;A、B、C图中，标有不同小写字母表示组间有显性差异 (P＜0. 05) ;
D、E、F图中，标有不同小写字母者表示雌鱼各组织间有显著性差异 (P＜0. 05) ，标有不同大写字母者表示雄鱼各组织间有显著性差异
(P＜0. 05) ;标有相同字母者表示组间无显著性差异 (P＜0. 05) ;* 表同一组织雌雄鱼间有显著性差异 (P＜0. 05)
Note:dpf = days post fertilization，dph = days post hatching;RPL7 as reference gene;In the Figures A，B and C，the means with different letters
are significant differences in various group;in Figures D，E dand F，the means with different letters are significant difference among all the tested tis-
sues in female fish at the 0． 05 probability level，the means with capital letters are significant differences in male，and the means with same letters are
not significant differences;* denotes significant difference in both male and female (P＜0. 05)
图 5 海水青鳉雌激素受体基因在不同发育时期 (A、B、C)和不同组织 (D、E、F)中的表达特征 (5月龄)
Fig. 5 Ontogenic expression profiles (A，B，C)and tissue distribution (D，E，F)of OM－ER genes in adult marine







朝鲜鱊 Acheilognathus yamatsutae［36］和稀有鮈鲫 Go-
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注:* 表示与溶剂对照组相比有显著性差异 (P＜0. 05) ，＊＊表示与溶剂对照组相比有极显著性差异 (P＜0. 01)
Note:* ，significant differences compared with the solvent control (P＜0. 05) ;＊＊，very significant differences compared with the solvent control
(P＜0. 01)
图 6 EE2对海水青鳉仔鱼雌激素受体基因转录的影响 (DMSO=0. 005%，20 dph)
Fig. 6 Effects of EE2 on transcript abundance of ER mRNAs in marine medaka larvae (DMSO=0. 005%，20 dph)
在［41－42］。大黄鱼 3个雌激素受体基因 (LcERs)在
肝脏和性腺中的表达具有性别特异性和发育阶段特
异性，并推测 LcERα 和 LcERβ2 与雌鱼肝脏中 E2
的生理学作用有关，LcERβ2 与雄鱼肝脏中卵黄生
成作用调控有关［20］。因此，雄鱼精巢内高表达的















在 50 ng /L EE2 暴露下上调表达，低浓度 (5
ng /L)EE2诱导 OM－ERβ2 基因上调表达，而高浓
度 (500 ng /L)的 EE2 则抑制其表达。这一结果
与已有研究类似:在不同浓度 (0. 01、0. 10、1. 00
nmol /L)的 EE2中暴露 3 d，显著抑制了稀有鮈鲫
仔鱼 ERβ1 基因的表达，但是 ERβ2 的应答模式呈
现低剂量诱导、高剂量抑制的趋势［4］。本研究中
所使用的 EE2 浓度单为 ng /L，换算后分别相当于
0. 017、0. 170、1. 700 nmol /L，与上述研究中所使
用的浓度 (0. 01、0. 10、1. 00 nmol /L)范围相当。
已有报道指出，内分泌干扰物的作用效应通常不是
单一的剂量反应关系，而是在剂量与响应之间存在
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Molecular cloning，tissue distribution and 17α－ethynylestradio (EE2)
exposure effect on mRNA expression of three estrogen receptor
genes in marine medaka Oryzias melastigma
ZHANG Min1，AN Zhe1，PENG Hui1，2
(1． State Key Laboratory of Marine Environmental Science，Xiamen 361102，China;2． College of Ocean and Earth Science，Xiamen University，Xia-
men 361102，China)
Abstract:In this study，gene clone，mRNA expression pattern and gene response in normal and 17α－ethynylestra-
diol (EE2)－exposed conditions were carried out in marine medaka Oryzias melastigma using RACE－PCR and RT－
qPCR methods in order to obtain the gene information of estrogen receptors and to investigate their expression char-
acterization in marine medaka． The results showed that there were high homology in estrogen receptors between ma-
rine medaka and other vertebrates，specially in the six domain of OM－ERα /β1 /β2，the most evolutionarily con-
served domain being DNA binding domain (DBD) ，followed by ligand binding domain (LBD)． OM－ERα /β1 /β2
were widely expressed in the ten tested tissues，highly expressed in liver，gonad，spleen and intestine． There were
gender differences in the expression of liver OM－ERα and gonad OM－ERβ1 /β2． The biomarker gene vtg1 mRNA
was significantly induced in the larvae exposed to 5，50 and 500 ng /L of EE2 in a dose－dependent manner (P＜
0．05) ，with significant positive relationship between vtg1 and OM－ERα，indicating that OM－ERα is the crucial
subtype involved in the regulation of vtg1． In larvae，OM－ERβ1 was positively response to 50 ng /L EE2，and there
was a trend that OM－ERβ2 was induced by low dose EE2，and inhibited by high dose (500 ng /L)of EE2，with an
inverted－U typed relationship between the dose and response． The expression patterns of OM－ERα /β1 /β2 and their
distinct responsiveness to EE2 exposure revealed that there were different physiological functions among the three
estrogen receptors． The findings provide basic information with further endocrine disruption－related investigations．
Key words:17α－ethynylestradiol(EE2) ;Oryzias melastigma;estrogen receptor;endocrine disruption
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